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論 文 内 容 要 旨
序論
油料 ナ タネ(β躍 ∬ ノ0∂Z?∂灘3)は広 く世界 に栽 培 され て お り、 パー ムヤ シ、 ダ
イ ズな ど と並 ぶ主 要 な油糧 作物 であ る。 ナタ ネに おい て一代 雑 種品種 の 開発 は、
育 種 の1つ の大 きな 目標 であ る。 一代 雑種 品種 の 開発 では、 採 種の効率 化 のた
め雄性 不 稔性 や 自家不 和合 性 を利 用 した採 種系 が必 要 と されて い る。採 種 系の
代表 的 な もの と して 細胞質 雄性不 稔(cytoplasmicmalesteri!ity;CMS)の利
用 が 挙 げ られ る。 ナタネ では実用 的 な採種 系 の開発 が 遅れ てお り、 いま だ 自殖
品種 を上 回 るF1品 種 はで きて いな い。
本研 究 で は、 ナ タネ に新 しいCMS採 種系 をつ くる ことを 目的 と して、 まず
ダ イ コ ンに見 いだ され たCMS細 胞 質(コ セ ナCMS)を 非対 称融 合に よ って
ナ タネ に導入 した。 さ らに得 られ たサ イブ リッ ドの ミ トコ ン ドリアゲ ノムの構
成を 調べ た。 最 後 に、 ダイ コ ンのCMS採 種 系を ナタ ネ で確 立 す るため に、 回








1、 非 対 称 融 合 に よ る コ セ ナCMSの ナ
タ ネ へ の 導 入
コ セ ナ ダ イ コ ン集 団 中 に 池 谷 氏 に よ って 発 見 さ れ た コ セ ナCMSをX線 とI
OAを 用 い た 非 対 称 融 合 で ナ タ ネ に 導 入 した 。
コ セ ナ ダ イ コ ンCMS系 統 の 無 菌 苗 か ら葉 肉 プ ロ トプ ラ ス トを 単 離 し、 一 方
ナ タ ネ 品 種 ウ エ ス タ ー の 下 胚 軸 か らプ ロ トプ ラ ス トを 単 離 した。 細 胞 質 供 与 体
で あ る コ セ ナCMSプ ロ トプ ラ ス トに は 、 染 色 体 の 脱 落 を 促 進 す る 目的 で60
KradのX線 を 照 射 し、 細 胞 質 受 容 体 で あ る ナ タ ネ プ ロ トプ ラ ス トは 、 分 裂
を 阻 害 す る た め に10mMの ヨ ー ドア セ トア ミ ド(IOA)で 処 理 した 。
こ れ らの プ ロ トプ ラ ス トは40%の ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 融 合 処 理
を 行 い、 ナ タ ネ プ ロ トプ ラ ス トの 再 生 系 を 用 い て 融 合 個 体 を 再 生 させ た 。
再 生 した 植 物 の花 の 形 態 、 花 色 、 染 色 体 数 に つ い て 調 査 した と こ ろ、 雄 性 不
稔 で 黄 色 の 花 を 持 ち、 ナ タ ネ 型 の 染 色 体 数(2n=38)を 持 つ 個 体 が10個
体 中2個 体 得 ら れ た(Fig.1、Tab工eI:個体 番 号12-9、18-3)。 こ の2
個 体 は 、 次 世 代 の す べ て が 雄 性 不 稔 で あ り、 細 胞 質 雄 性 不 稔 で あ る こ と を 確 認
した 。 こ の こ と は 、 ダ イ コ ンの プ ロ トプ ラ ス トにX線 を 照 射 し非 対 称 融 合 す る
こ と に よ り染 色 体 の 脱 落 が 促 進 され 、 戻 し交 配 を 経 る こ と無 しに 短 期 間 で コセ
ナCMSが ナ タ ネ に 導 入 さ れ た こ と を 示 す 。
得 られ た 再 生 個 体 に つ い て 、 ミ トコ ン ド リァDNA(mtDNA)を サ ザ ン
ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を用 い て 調 べ た と こ ろCMS個 体 は 両 親 のmtDNA











































































2サ イ トプ ラ ス トを も ち い た コ セ ナ
CMS細 胞 質 の ナ タ ネ へ の 導 入
X線 を用 いた非 対称 融合 に よ って、 融合個体 の ダイ コ ン染色体 を脱 落 させ る
こ とが でき る ことがわ か ったが、 その効 率は必 ず しも良 い とは 言え ない。 ダ ィ
コ ンゲ ノムは ナ タネゲ ノム と高 い相 同性 を もつ ことは従来 の属 間交配 の実験 か
ら良 く知 られ て いる。 そのため に細胞 融合で もダ イコ ンゲノ ムの脱落 が起 こ り
に くい と思 われ た。 そ こで、 プ ロ トプ ラス トを超遠心 分離 にか け るこ とにょ っ
て核 を脱 落 させ た脱核 細胞(サ イ トプ ラス ト)を 細 胞質供与 体 と し、 サ イ トプ
ラス トープ ロ トプラス ト融合を行 った。 物理 的 にダイ コ ンゲ ノム を排除 し、細
胞 質供 与 体 にす るこ とによ り、 ダイ コ ンゲ ノムを持 たな いサイ ブ リッ ドを形 成




























まず ダ イ コ ン下胚 軸 プ ロ トプ ラス トか らサ イ トプ ラ ス トを 単離 す る条件 を検
討 した。下胚 軸 プ ロ トプラ ス トは 単離後90%、50%、20%の パ ー コール
を含む マニ トール溶 液 の不 連続 密度 勾配 遠心 法 によ って 脱核 処理 した。 遠心 度、
遠 心 時間 を検討 し、 脱核 細胞 単離 の条件 を 決定 した。12℃ 、152000G
で30分 遠 心分 離 した後 、サ イ トプ ラス ト画分 を調べ る と細 胞 の80-95%
が 脱核 してお り、106個 の プ ロ トプ ラス トか ら5x10`個 のサ イ トプ ラス ト
を得 る こ とが で きた(Fig.2)。
サ イ トプ ラス トは単離 後す ぐにIOA処 理 したナ タネ プ ロ トプ ラス トと融合
処理 し、 ナタネ プ ロ トプラ ス トの 再生系 を用 い て再生 個体 を 得 た。 得 られ た1
7の 融 合個 体の うち10個 体 がナ タネ型 染色 体数 を 示 した。 この結 果 をX線 を
用 い た非 対称融 合 の場合 と比べ るとサ イ トプ ラス トを用 い た場合 の方 が、 ナ タ
ネ型染 色体 を 示す個 体 が圧 倒 的 に多 く、 この方 法が 細胞 質供 与体 の染 色体 を選
択 的 に排 除す るの に有 効 であ る ことが分 か った(Fig.3)。
ナ タネ 型染色 体数 を示 した10個 体の うち、1個 体 は雄 性不 稔 を示 し、残 り
9個 体 は 可稔 であ った。 これ らのmtDNAを4種 類 のmtDNAプ ロー ブを
用 い て調べ た ところ不稔 を示 した1個 体 を 含む4個 体 が組 換 え型 の フラ グメ ン
トを持 ち、残 りは ナ タネ 型を 示 した。 この こ とは、 サイ トプ ラ ス トー プ ロ トプ
ラス トの融 合 にお いて もCMSは ナタネ に導入 され、 さ らにmtDNAは 組 換






























3サ イ ブ リ ッ ドの 後 代 に み ら れ た ミ ト
コ ン ド リァDNAの 変 動
非 対 称 融 合 で 作 出 した2つ の サ イ ブ リ ッ ド(12-9、18-3)を ナ タ ネ
で 戻 し交 配 し、 戻 し交 配 第 一 代(BC1)の ミ トコ ン ドリアFIF。ATPase遣伝 子
(atpA)の サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンパ タ ー ンを 調 べ た。atpAパ
タ ー ン は 単 純 な 母 性 遺 伝 を 示 さず 後 代 の 個 体 間 で 変 動 して い た(Fig.4)。そ こ で 、
この 変 動 が どの よ うに して 起 き た の か を 考 察 した 。 ま ず 、 サ ザ ンハ イ ブ リダ イ
ゼ ー シ ョ ンに よ っ て 、 こ の 変 動 がBC、 以 降 も続 くの か 、 ま た サ イ ブ リ ッ ド個 体

























































atpAパ タ ー ン の 変 動 は 、 ダ イ コ ン型4.Okb,ナ タ ネ 型3.Okb,
及 び 組 み 換 え 型2.Okbの3本 の フ ラ グ メ ン トの 量 的 な 変 化 に よ っ て 起 こ り、
少 な く と もBC3世 代 ま で 続 い て い た(Fig.5)。一 方 サ イ ブ リ ッ ド個 体 の 各 部 位
(つ ぼ み 及 び プ ロ トク ロー ン)は 、 ま った く同 じatpAパ タ ー ン を 示 した 。
サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンに よ って 観 察 さ れ たatpAの パ タ ー ンの 変
動 は 、 ミ トコ ン ドリア サ ブ ゲ ノ ム の 量 的 変 動 に よ る も の で あ る と 考 え、PCR
法 を 用 い て サ ブ ゲ ノ ム を検 出 す る こ と を 試 み た 。 サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ
ンを 行 う と ダ イ コ ン型 フ ラ グ メ ン トは サ イ ブ リ ッ ド個 体(18-3)お よ び そ
の 後 代 で は 検 出 され な い(Fig.6A)。そ こで ダ イ コ ン型 フ ラ グ メ ン トを 特 異 的 に
認 識 す るDNA配 列 を プ ラ イ マ ー に 用 い て 、 サ イ ブ リ ッ ド個 体(R。)及 び そ の
BC2、BC3世 代 の 個 体 でPCRを 行 った 。 調 べ た す べ て の 個 体 に バ ン ドの 増
幅 が み られ 、 ダ イ コ ン型 フ ラ グ メ ン トの 存 在 を 示 して い た(Fig.6B)。 こ の こ
と か ら、 細 胞 融 合 に よ っ て 得 られ た サ イ ブ リッ ドに は 、 ダ イ コ ン型 フ ラ グ メ ン
トを 含 む 量 比 の 少 な い ミ トコ ン ド リァ サ ブ ゲ ノ ム が 存 在 し、 そ れ らは 配 偶 子 を
経 て も維 持 さ れ て い る こ とが わ か っ た。 しか しatpAを 含 む サ ブ ゲ ノ ム の 量













4細 胞 融 合 に よ るダ イ コ ン回 復 遺 伝 子
の ナ タ ネ へ の 導 入
コセ ナCMS採 種 系を ナタネ で確立 す るた めに ダイ コ ン回復遺 伝子 を非対 称
融 合を 用 いて ナタネ に導入 した。 コセナ集 団 よ り分 離 した ダイ コ ン回復 系 を回
復遺 伝 子の供 与 体 と した。 第1章 で作 出 した コセ ナCMSを 持つ ナ タネ(CM
Sナ タネ)のBC、 世代 種 子の下胚 軸 プ ロ トプ ラス ト及 び ダイ コ ン回復 系の 無菌
苗 プ ロ トプラ ス トを それ ぞれ融 合の材 料 と した。CMSナ タネ には7mMのI
OA処 理 を、 ダイ コ ン回復 系 には60KradのX線 処理 を行 い40%のPE
Gを 用 い て融合 処理 した。 融合 細胞 を ナタネ プ ロ トプ ラ ス トの 再生 系を用 い て
培養 し、301個 の 融合個 体(R。世 代)を 得 た。 その 内13個 体 が花 粉稔性 を
示 した。 この花 粉稔性 が、 回復 遺伝 子 によ る もの か ど うか を ナタネへ の検 定交
配 に よ って調べ た。
検 定交 配 で種子 が得 られ た6個 体 中3個 体 が 回復遺 伝 子を持 つ と思 われ る
分離 を 示 し、 うち1個 体 はCMSナ タネ を回復 す る こ とが で きた。以 上 よ り、
ダイ コ ンの核 に支配 され る回復遺 伝 子は 非対 称融 合 によ って ナタネ に導 入 され 、

















































稔 性 が 回 復 したBCユ 世 代 の 染 色 体 数 を 調 べ た と こ ろR。 世 代 に比 べ 染 色 体 数
の 減 少 が み られ た。 さ らに にR。 に 存 在 して い た ダ イ コ ンの 遺 伝 子(白 花 、 ア イ



























































本研 究 で はダ イ コ ンで見 いだ された コセ ナCMS細 胞質 と核 支配 の形質 で あ
る回復遺 伝子 を非 対称 融合 によ って ナタネ に導入 で き るこ とを実証 した。 そ し
て従 来法 に よれば これ らの形 質 は戻 し交 配 を繰 り返 して、 長 い年 月をか けて ナ
タネに導 入 さた もの であ るが非対 称融 合を 用 いる こと によ り導 入期 間 を大 幅に
短 縮で き る ことを示 した。 ナ タネに導入 され た コセ ナCMSの 採 種系 は育種 的
に利 用価 値 が高 い と考 え られ る。 一方 サ イブ リッ ドの ミ トコ ン ドリァDNAは
複雑 な ゲ ノム構 成 を示 し、 組換 えに よ る変 異の ほか にサ ブ ゲ ノムの量 的変動 が
起 きて い る ことを示 唆 した。 しか しサブ ゲ ノムが量 的 に変動 してい て もCMS
は安定 で あ り、 サ イブ リッ ドは実 用 的に 問題 はな い と思 わ れ る。 本研 究で得 た
CMS一 回復 系の ナタネ はCMS及 び回復 遺 伝子の 機能 を 分子 レベル で理解 し
て行 くた めの有 用 な素材 とな る と思 われ る。
一37一
論 文 審 査 の 要 旨
本研究は,ダ イコンの雄性不稔性細胞質 とその回復系統をプロ トプラス ト融合の手法を駆使 し
てナタネに導入 して,ナ タネの一代雑種品種育成のための主材料である細胞質雄性不稔性系統 と
回復系統を作成 したものである。
まず雄性不稔性コセナダイコンの下胚軸とナタネ品種ウエスターの葉肉細胞からプロトプラス
トを得,前 者にはX線 照射,後者にはヨー ドアセ トアミド処理を行 った後に,ポ リェチ レング リ
コール法によりプロ トプラス トの非対称融合を行い,ダ イコンの ミトコンドリアを持っナタネを
選抜育成 した。なお,こ の細胞質雑種は組換え型または混合型の ミトコンドリアを持っことをサ
ザソ分析法で確かめている。
次いで,こ の融合方法をされに改良するためにサイ トプラス トを利用することを試みた。ダイ
コンのプロトプラス トに超遠心処理を施し,核のないサイ トプラス トを作成する技術を検討 し
て,そ れを得ることに成功 した。そして,ダ イコンのサイ トフ.ラス トとナタネのプロトフ.ラス ト
を融合して,細胞質を置換 した植物体を得る技術開発に成功 し,X線法との長所 ・短所を比較 し
た。なお,こ の場合にもミトコン ドリアDNAは組換を起こしていることを示 した。
以上の実験からプロトフ.ラス ト融合後の植物においては,両親にない ミトコンドリア断片が出




これ らの研究からある種の細胞質を別種に短期間に置換するのに,プ ロトプラス ト融合が極め
て有効であることを実証 した。
本研究ではさらに,一代雑種品種育成のために必要なダイコンの核に存在する回復遺伝子をナ
タネに置換するにもプロ トフ.ラス ト非対称融合法が利用出来ると考え,それを実証 した。
以上,本 研究はプロトプラス ト非対称融合法を用いて,一 代雑種品種育成のための細胞質と核
遺伝子の置換を短期間に実行できることを実証した研究であ り,新品種開発技術に新 しい知見を
与えたものである。よって,本研究者は博士(農 学)を 授与されるに値すると判定 した。
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